Innovation in leprosy diagnosis : potential non-invasive method associated to high resolution mass spectrometry by Lima, Estela de Oliveira, 1981-
i 
 
 
ESTELA DE OLIVEIRA LIMA 
 
 
 
 
INOVAÇÃO NO DIAGNÓSTICO DA HANSENÍASE:  
Potencial método não invasivo associado à espectrometria 
de massas de alta resolução 
 
 
INNOVATION IN LEPROSY DIAGNOSIS: 
Potential non-invasive method associated to high resolution 
mass spectrometry  
 
 
 
 
 
 
 
 
CAMPINAS 
2015 
 
ii 
 
  
iii 
 
 
 UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 
 
 
Faculdade de Ciências Médicas 
 
 
ESTELA DE OLIVEIRA LIMA 
 
 
INOVAÇÃO NO DIAGNÓSTICO DA HANSENÍASE:  
Potencial método não invasivo associado à espectrometria de massas de alta 
resolução 
 
 
INOVATION IN LEPROSY DIAGNOSIS: 
Potential non-invasive method associated to high resolution mass spectrometry  
 
 
Tese apresentada à Faculdade de Ciências Médicas da 
Universidade Estadual de Campinas como parte dos requisitos 
exigidos para a obtenção do título de Doutora em Ciências. 
 
Doctorate thesis presented to the School of Medical Sciences of the 
University of Campinas as part of the requirements to obtain the 
Ph.D. degree in Sciences. 
 
 
ORIENTADOR: RODRIGO RAMOS CATHARINO 
 
ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE À VERSÃO FINAL DA TESE DE DOUTORADO 
DEFENDIDA PELA ALUNA ESTELA DE OLIVEIRA LIMA, E ORIENTADA PELO PROF. 
DR. RODRIGO RAMOS CATHARINO. 
 
_____________________________________ 
                Assinatura do Orientador 
 
 
 
CAMPINAS 
 
2015 
iv 
 
 
v 
 
 
 
  
vi 
 
  
vii 
 
RESUMO 
 
A Hanseníase é uma doença infecciosa e crônica causada pelo Mycobacterium leprae. 
Este patógeno infecta principalmente macrófagos e células de Schwann e apresenta alta 
distribuição pela pele e nervos periféricos. Clinicamente, a forma mais comum de 
identificação da doença é a presença de espessamento de nervos e lesões hipocrômicas 
com perda de sensibilidade, entretanto, 30% dos pacientes infectados podem não 
apresentar manifestação clínica típica. Atualmente, o teste considerado padrão ouro no 
diagnóstico da Hanseníase é a baciloscopia, diretamente dependente de biópsia de pele, 
um método invasivo e com baixa sensibilidade para as formas mais brandas da doença. O 
desenvolvimento de um método rápido, sensível e não invasivo seria de grande 
importância para o diagnóstico assertivo da hanseníase. Portanto, o objetivo deste 
trabalho foi identificar marcadores lipídicos em pacientes com Hanseníase diretamente a 
partir de “imprint” de pele, usando a espectrometria de massas como estratégia analítica. 
Para a coleta do “imprint” de pele, uma placa de sílica foi levemente pressionada contra a 
pele dos pacientes ou dos indivíduos saudáveis (grupo controle). Os lipídeos adsorvidos 
pela placa de sílica foram extraídos e submetidos à ionização por eletroctrospray e 
infusão direta em espectrômetro de massas de alta resolução (ESI-HRMS). Todas as 
amostras foram diferenciadas por análise estatística multivariada baseada na plataforma 
de lipidômica, o que ajudou a eleger marcadores de diferentes classes de lipídeos. As 
análises identificaram leucotrieno E4, glicosilceramida, fosfatidilserina, phthiocerol e ácido 
α-smegmamicólico como marcadores do grupo com hanseníase, diferentemente do grupo 
de indivíduos saudáveis, cujos marcadores identificados pertencem às classes de 
fosfolipídeos e gangliosídeos, próprios da constituição natural da pele. Os resultados 
encontrados indicam que o “imprint” de pele em placa de sílica, associado à ESI-HRMS, é 
promissor como método rápido e sensível para o diagnóstico da Hanseníase. Assim 
sendo, o método desenvolvido apresenta grande potencial para auxiliar na redução da 
cadeia de transmissão da Hanseníase, uma vez que quanto mais precoce for o 
diagnóstico, mais cedo se inicia o tratamento. 
Palavras-chave: Lepra, Detecção, ESI-HRMS, Placa de sílica. 
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ABSTRACT 
 
Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae, which 
primarilyinfects macrophages and Schwann cells, presenting higher distributionon skin and 
peripheral nerves. Clinically, the most commonform of identification is through the 
observation of anesthetic lesions; however, up to 30% of infected patients may not present 
this clinical manifestation. Currently, the gold standard diagnostic test for leprosy is based 
on skin lesion biopsy, which is invasive and presents low sensibility for suspect cases. 
Therefore, the development of a fast, sensible and noninvasive method that identifies 
infected patients would prove helpful for assertive diagnosis. The aim of this work was to 
identify lipid markers in leprosy patientsdirectly from skinimprints,using a mass 
spectrometric analyticalstrategy.For skin imprint samples, a 1cm2 silica plate was gently 
pressed against patients’ or healthy volunteers’ skin. Imprinted silica lipids were 
extractedand submittedto direct-infusion electrospray ionization high-resolution mass 
spectrometry (ESI-HRMS). All samples were differentiated using a lipidomics-based data 
workup employing multivariate data analysis, which helped electing markers from distinct 
lipid classes. Results indicated that phospholipds, sphingolipids and mycolic acids, which 
were absent in healthy control subjects, clearly presented different intensities when 
compared to patients’ samples. Results indicate that silica plate skin imprinting associated 
with ESI-HRMS is a promising fast and sensibleleprosy diagnostic method, even for 
patients without clinical skin manifestations. With an early leprosy diagnosis, an early and 
effective treatment can be feasible and thus the chain of leprosy transmission can be 
abbreviated. 
Keywords: Hansen’s disease; Detection; ESI-HRMS; Silica plate.  
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INTRODUÇÃO GERAL 
 
1.0 Hanseníase 
 
1.1 Histórico 
 
A Hanseníase, também conhecida como Lepra até meados do século passado, é 
uma doença crônica causada pelo Mycobacterium leprae, patógeno identificado em 1873 
pelo pesquisador Gerhard HenrikArmauer Hansen (Eidt, 2004).  Trata-se de uma das 
doenças incapacitantes mais relatadas na história cujos registros datam de cerca de 3000 
anos atrás (Hussain, 2007). Até pouco tempo atrás o agente causador da doença era 
desconhecido e não havia tratamento para a lepra. Além disso, é uma doença altamente 
contagiosa cujos pacientes, quando não tratados, desenvolvem lesões cutâneas graves 
capazes de levar a mutilações e tornar o indivíduo incapacitado para as mais simples 
tarefas. Todos esses fatores contribuíram para o surgimento de um estigma social em 
torno dos indivíduos infectados com o Mycobacterium leprae, sendo que desde os 
primeiros relatos históricos da doença, os pacientes eram levados a leprosários e 
excluídos do convívio social (Charoon, 1995). O estigma social em torno da lepra afeta o 
indivíduo física e psicologicamente e compromete as relações interpessoais em geral, 
como casamento, emprego e até mesmo atividades de lazer (Rafferty, 2005). Com base 
em todos esses problemas, Stanley Stein, um paciente e ativista em prol do fim da 
estigmatização social associada à palavra lepra, deu início ao processo de mudança do 
nome “Lepra” para doença de Hansen, ou Hanseníase, que atualmente é adotado em 
todo o mundo (revisado por John, 2012).  
1.2 Epidemiologia 
A prevalência da hanseníase vem reduzindo substancialmente nos últimos 50 
anos, principalmente após o surgimento do primeiro medicamento (diamino-difenil-
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sulfona_DDS) em meados do século XX (Faget, Johansen& Ross, 1942) e com a 
poliquimioterapia (PQT), recomendado pela Organização Mundial da Saúde (OMS) a 
partir da década de 80. Três décadas atrás, mais de 122 países apresentavam altos 
índices de prevalência da doença, mas em 2012 a OMS constatou que menos de 20 
países ainda apresentam incidência maior que 1000 casos novos por ano, indicativo de 
que a hanseníase está gradualmente se tornando limitada (WHO, 2013). Dentre esses 
países, o Brasil é um dos que ainda não conseguiu atingir a meta da OMS estipulada em 
1991, em que a taxa de prevalência da doença deve ser menor do que 1 caso para cada 
10.000 habitantes (WHO, 1991). Atualmente, a taxa de prevalência no Brasil é de 1,51 
para cada 10.000 habitantes (Ministério da Saúde, 2014), indicativo de que a doença 
permanece como problema de saúde pública no país. Em Agosto de 2011, o governo 
brasileiro assumiu o compromisso público de eliminar a carga da Hanseníase bem como 
eliminar seus agravos a partir da formulação do Plano Integrado de Ações Estratégicas 
2011-2015 (Decreto nº 7.530, de 21 de julho de 2011). Para atingir a meta estipulada pela 
OMS, o plano do ministério da saúde definiu um conjunto de ações estratégicas baseadas 
essencialmente no aumento da detecção precoce e na cura dos casos diagnosticados. 
Apesar da grande dificuldade de diagnóstico precoce para a hanseníase, diferentes 
parcerias e campanhas vêm sendo estabelecidas com o objetivo de conscientizar, 
identificar, diagnosticar e tratar os indivíduos doentes, reduzindo a morbidade e 
permitindo que a hanseníase deixe de ser um problema de saúde pública no país. 
1.3 Patogênese  
A forma de transmissão da hanseníase ainda não está muito clara, mas acredita-
se que ocorra por contato próximo e prolongado entre um indivíduo susceptível e um 
paciente infectado através da inalação de secreções nasais ou por contato com lesões 
cutâneas (Shepard, 1962; Job, 1990; Ghorpade, 2002; Jobet al., 
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2008). O tempo de geração do Mycobacterium leprae é de aproximadamente duas 
semanas, o que contribui para um longo período de incubação do patógeno, de 6 meses a 
20 anos (Lastória& Morgado de Abreu, 2014). 
O Mycobacterium leprae induz um amplo espectro de manifestações clínicas da 
doença, e os fatores do hospedeiro que regulam a susceptibilidade a essas diferentes 
manifestações são ainda pouco conhecidos. Estudos de polimorfismos sugerem que os 
fatores genéticos influenciam a susceptibilidade individual à hanseníase e às variadas 
formas da doença. Variações nos genes de receptores do tipo Toll (TLRs) e de citocinas 
vêm sendo amplamente estudadas, dentre elas, polimorfismos nos genes TLR1 e IL-10 
podem definir o tipo de resposta imune que será ativada e explicar as várias formas de 
manifestação da doença (Johnson et al., 2007; Misch et al., 2008; Pereira et al., 2008). 
 Após o estabelecimento da infecção, o Mycobacterium leprae pode levar ao 
desenvolvimento de duas formas principais da doença, a Tuberculóide (TT) ou a 
Lepromatosa (LL) (Ridley &Jopling, 1966). A primeira é observada em pacientes que 
desenvolvem resposta imune mediada por células (resposta do tipo Th1) e é 
caracterizada por formação de granulomas (baixa quantidade de bacilos) e morte de 
células de Schwann, levando à degradação da bainha de mielina e à destruição nervosa 
(Schollardet al., 1982; Vissa&Brennan, 2002). Os pacientes da forma TT apresentam 
lesões únicas ou em pequena quantidade, caracterizadas por placas eritematosas 
assimétricas, com bordas externas elevadas e centro hipocrômico, já apresentando 
redução de sensibilidade (Lastória& Morgado de Abreu, 2014). 
Pacientes cuja resposta Th1 é insatisfatória, apresentam um predomínio da 
resposta imune humoral (tipo Th2) e desenvolvem a forma Lepromatosa da doença, em 
que há lesões disseminadas e elevada quantidade de bacilos nas células do hospedeiro, 
especialmente macrófagos e células de Schwann (Schollardet al., 2000; Vissa&Brennan, 
2002;  Cosma et al., 2003; Mattos et al., 2011). À medida que a doença progride, as 
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lesões se espalham formando placas e nódulos (lepromas) e podem acometer pele, 
olhos, nervos e linfonodos. São bem caracterizadas pelo acúmulo de macrófagos 
espumosos, células fagocíticas preenchidas com gotículas lipídicas e que contêm 
numerosos bacilos que se utilizam desse acúmulo lipídico para sobrevivência e 
replicação. Os macrófagos espumosos se expandem lentamente pelo organismo do 
indivíduo, principalmente pelas extremidades e desfiguram o corpo do indivíduo (Stehret 
al., 2013). Na forma LL, as lesões se localizam preferencialmente em áreas mais frias do 
corpo e tendem a ser múltiplas, simétricas, hipocrômicas, eritematosas ou acastanhadas 
com bordas indefinidas (Lastória& Morgado de Abreu, 2014).  
1.4 Classificação 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
As formas TT e LL representam dois extremos da doença, mas a maioria dos 
pacientes se encaixa em uma ampla categoria entre essas duas formas polarizadas, 
conhecida como borderline. As formas borderline da hanseníase se subdividem em: 
 
 
 TH2 
TH1 
TT BT BB BL LL 
 
 IB 
Formas de classificação da Hanseníase 
Figura 1. Formas de classificação da Hanseníase de acordo com o índice bacteriano (IB) e com o grau da 
resposta imune em cada forma da doença. 
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borderline tuberculóide (BT), borderline-borderline (BB) e borderlinelepromatosa (BL), que 
são definidas de acordo com o tipo de resposta imune prevalente (Fig. 1).Os pacientes 
borderline apresentam manifestações clínicas diferentes devido à variabilidade da 
resposta imune celular ao M. leprae.  As lesões do subgrupo BT se assemelham às 
lesões da forma TT quanto à aparência e perda de sensibilidade, mas são menores e 
numerosas. O espessamento de nervos tende a ser irregular, menos intenso, mas mais 
numeroso. No caso do subgrupo BB, as lesões cutâneas exibem características das 
formas TT e LL, com distribuição assimétrica e moderado acometimento nervoso. 
Entretanto, a presença de placas eritematosas com enfraquecimento das bordas externas 
e centro oval hipopigmentado é sugestivo de lesões do subgrupo BB. Já as lesões do 
grupo BL se parecem com o subgrupo LL, com tendência a se apresentarem em grandes 
quantidades, mas não tão simétricas e com perda de sensibilidade em alguns pontos 
(Ridley &Jopling, 1966). 
A inespecificidade das manifestações clínicas das formas borderline da doença 
dificulta o diagnóstico correto. Com base nisso, a OMS estabeleceu um método de 
classificação simplificada em que os pacientes foram divididos em Paucibacilar (PB) – até 
5 lesões cutâneas e/ou apenas um tronco nervoso afetado; e Multibacilar (MB) – mais de 
5 lesões cutâneas e/ou mais de um tronco nervoso afetado. A partir de então, os 
pacientes PB abrangem as formas TT e TB, e os pacientes MB compreendem as formas 
BB, BL e LL (WHO, 1998; Jacobson &Krahenbuhl, 1999). 
Embora essa classificação seja útil para o diagnóstico de grande parte das 
manifestações clínicas da hanseníase, existem casos em que o paciente apresenta 
lesões cutâneas ou sintomas sugestivos de dano nervoso, mas não apresentam sinais 
específicos da hanseníase. Nesses casos, o indivíduo é considerado um “caso suspeito” 
pela OMS, e essa incerteza retarda o diagnóstico e o tratamento, o que favorece o 
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contágio de outros indivíduos e até mesmo o desenvolvimento de lesões incapacitantes 
(WHO, 2014). 
1.5 Diagnóstico 
O diagnóstico da hanseníase é feito principalmente com base em avaliação clínica, 
mas o diagnóstico laboratorial também é utilizado para auxiliar no diagnóstico diferencial.  
Clinicamente, o diagnóstico é feito de acordo com as características das lesões de 
pele que, em geral, apresentam diminuição ou ausência de sensibilidade e alterações na 
cor da pele. De acordo com o grau da doença, as lesões podem se apresentar na forma 
de manchas esbranquiçadas ou avermelhadas, pápulas, infiltrações, tubérculos ou 
nódulos. Na fase inicial da doença, observa-se também edema de mãos e pés, febre, 
artralgia, mal estar geral, feridas e ressecamento do nariz. As lesões em nervos 
periféricos também podem estar presentes e se manifestam sob a forma de dor e/ou 
espessamento dos nervos afetados, com diminuição ou perda de sensibilidade, bem 
como a redução ou perda de força nos músculos inervados pelos nervos afetados 
(BRASIL, 2010). Devido à variabilidade de manifestações clínicas da infecção, há 
doenças que apresentam lesões com características semelhantes às da hanseníase, 
tornando o diagnóstico clínico mais difícil e menos assertivo. 
Para auxiliar no diagnóstico mais preciso da hanseníase, o teste considerado 
padrão ouro para o diagnóstico laboratorial dessa infecção baseia-se em baciloscopia de 
esfregaço intradérmico e/ou coleta de biópsia a partir de uma lesão cutânea ativa 
(Scollardet al., 2006).  A baciloscopia tem como objetivo a visualização do bacilo a partir 
da coloração da amostra pelos métodos de Ziehl-Nielsen. Já a biópsia é submetida à 
análise histopatológica para observação de nervos cutâneos afetados e identificação de 
bacilos álcool-ácido-resistentes (BAAR) pela coloração de Wade ou Fite-Faraco 
modificado. Nos casos de lesões paucibacilares, onde o bacilo é raro e de difícil 
visualização, o diagnóstico diferencial da resposta se torna mais difícil, pois as lesões se 
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assemelham a outros tipos de doenças de pele, como por exemplo, Ptiríases e Lúpus 
eritematoso (Lastória& Morgado de Abreu, 2014).
Existem outros testes em estudo para o diagnóstico da Hanseníase, mas não 
estão disponíveis para o diagnóstico de rotina, como ELISA e PCR. Apesar de 
apresentarem potencial para diagnóstico, há controvérsias quanto à eficiência de 
detecção quando comparados às técnicas convencionais (Martinez et al., 2006; 
Rudeeaneksin et al., 2008). Além disso, são técnicas de alto custo e que demandam uma 
equipe de profissionais altamente qualificados para a execução dos procedimentos.  
1.6 Tratamento 
O tratamento da Hanseníase teve início a partir do desenvolvimento da sulfona por 
Faget e colaboradores, em 1942. Entretanto, o surgimento de casos resistentes a esse 
tratamento levou à recomendação da poliquimioterapia pela OMS em 1982, que foi 
adotado oficialmente pelo Brasil em 1993.  
Atualmente, o tratamento da hanseníase no Brasil segue a portaria Nº 3125 do 
Ministério da Saúde, que estabelece o tratamento de acordo com a classificação PB e 
MB. Para os pacientes que apresentam a forma PB da doença, a PQT é composta por 
Rifampicina e Dapsona. Já o tratamento da forma MB é feito por PQT com Rifampicina, 
Dapsona e Clofazimina. Para os dois tipos de PQT, a dose é dependente da faixa etária 
do paciente, e o esquema terapêutico compreende doses diárias autoadministradas e 
doses mensais supervisionadas. O temo de tratamento é longo, sendo que para a forma 
paucibacilar, o paciente deve fazer o tratamento por pelo menos 9 meses, e para a forma 
multibacilar, por um período de até 18 meses. A PQT para o tratamento da hanseníase 
leva à destruição do bacilo de forma segura e efetiva, sendo que os pacientes tratados 
podem se considerar curados da doença (WHO, 2000; Brasil, 2010).  
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2.0 Lipidômica  
A biologia de sistemas é uma disciplina que busca decifrar as relações entre 
diferentes partes de um sistema biológico com o objetivo de compreender o 
comportamento dos sistemas como um todo. A metabolômica é o estudo sistemático do 
grupo de moléculas não-protéicas, de baixo peso molecular, sintetizadas no interior da 
célula e que podem representar os efeitos downstream de expressão gênica e síntese 
protéica, uma vez que correlaciona a base molecular com o fenótipo vigente (Daviss, 
2005; Gomaseet al., 2008). A Lipidômica, um ramo da metabolômica, é um estudo de 
todos os lipídeos, das moléculas com as quais eles interagem e de suas funções dentro 
de um sistema biológico. De todas as moléculas que compreendem a metabolômica, os 
lipídeos constituem o maior grupo, formado por milhares de espécies moleculares 
distintas existentes nas células e tecidos. Na última década, tornou-se cada vez mais 
evidente que os lipídeos não atuam apenas como estoques de energia, mas também são 
parte vital dos processos de regulação celular. Exibem uma ampla variedade de funções, 
como separação de compartimentos sub-celulares, manutenção de gradientes 
eletroquímicos, sinalização celular como primeiros e segundos mensageiros, estoque de 
energia, tráfego de proteínas e ancoramento em membrana (Carrasco-Pancorbo, Navas-
Iglesias &Cuadros-Rodríguez, 2009). Como as propriedades biológicas dependem 
fortemente da estrutura química, cada molécula lipídica tem um papel individual em um 
sistema biológico. Qualquer desequilíbrio neste sistema pode levar a várias condições 
fisiopatológicas, como por exemplo, o diabetes, aterosclerose, esteatose hepática, 
inflamação crônica, doenças neurodegenerativas, dentre outras... (Eckel, 
Grundy&Zimmet, 2005; Bochkovet al., 2010). 
Assim sendo, a análise dos lipídeos presentes nos sistemas biológicos é uma 
ferramenta poderosa que permite estabelecer uma correlação entre as moléculas e 
fenótipo vigente. 
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3.0 Lipidômica e Espectrometria de Massas 
Historicamente, a lipidômica se serviu de técnicas analíticas de baixa resolução e 
sensibilidade, em que a análise das moléculas é restrita ao estudo de classes lipídicas 
(ex. cromatografia de camada delgada). O surgimento da cromatografia gasosa tornou 
possível a separação de diferentes ácidos graxos a partir de amostras simples (James & 
Martin, 1956).  Entretanto, a identificação e quantificação de lipídeos individuais a partir de 
amostras complexas permaneciam desafiadoras. Esse campo de estudos avançou 
consideravelmente a partir do momento em que a cromatografia gasosa foi associada à 
espectrometria de massas (Ryhage&Stenhagen, 1960).  
Ao longo das décadas, o avanço na área de espectrometria de massas tem sido 
notável, principalmente no aprimoramento de técnicas de ionização, uma vez que para 
este tipo de análise, é necessário que as moléculas da amostra estejam carregadas e na 
forma de íons positivos ou negativos. Novas técnicas de ionização branda vêm surgindo, 
tais como ionização/dessorção a laser assistida por matriz (matrix-assisted laser 
desorptionionization – MALDI), ionização por spray de elétrons (electrosprayionization - 
ESI) e ionização química por pressão atmosférica 
(atmosphericpressurechemicalionization – APCI), que têm possibilitado a avaliação rápida 
e sensível da maioria, ou fração substancial, dos lipídeos em uma única análise 
(Harkewicz& Dennis, 2011; Hu et al., 2009; Griffiths et al., 2011). 
Para a análise em espectrômetro de massas (EM), as amostras podem ser 
submetidas a diferentes processos de extração de lipídeos baseados em clorofórmio ou 
metanol, descritos por Folch (1957) e Bligh&Dyer (1959). Em um típico experimento de 
lipidômica, a amostra lipídica é injetada no EM, ionizada e vaporizada, resultando em íons 
que são separados de acordo com sua relação massa/carga (m/z) no analisador de 
massas (Loizides-Mangold, 2013).  ‘
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Existem duas ferramentas fundamentais para identificação e quantificação de 
lipídeos por EM. O primeiro, e o mais tradicional, é o CLASS 
(“ComprehensiveLipidomicsAnalisysbySeparationSimplification”), baseado na 
separação de diferentes categorias de lipídeos utilizando extração e separação 
cromatográfica antes da análise de massas. A segunda ferramenta, também chamada de 
“ShotgunLipidomics”, omite a separação cromatográfica e analisa essencialmente todas 
as classes de lipídeos por injeção direta no espectrômetro de massas. Essa técnica 
emprega diferentes fontes de ionização como, por exemplo, ESI (electrosprayionization) 
e/ou soluções ionizantes para favorecer a análise de classes específicas de lipídeos. 
Tanto CLASS quanto ShotgunLipidomics geram um espectro de sinais, de acordo com a 
relação m/z e abundância relativa, que pode ser considerado como o perfil de lipídeos no 
extrato da amostra(Harkewicz& Dennis, 2011; Loizides-Mangold, 2013).  
Uma nova geração de espectrômetros de massas, particularmente Fourier 
transform-ioncyclotronresonance(FT-ICR) e Fourier transformOrbitrap(FT-Orbitrap), vêm 
surgindo como poderosas ferramentas em Lipidômica, pois apresentam escaneamento 
rápido da amostra e alta acurácia para identificação de massa (1-3 ppm) (Griffiths& Wang, 
2009;Shevchenko &Simons, 2010). Nos instrumentos baseados em FTMS, os íons são 
aprisionados em um forte campo magnético. No momento em que os íons estão excitados 
na “armadilha”, o sinal é detectado, digitalizado e convertido em domínio de frequência e 
espectro de massas, usando a transformada de Fourier. A estabilidade e uniformidade de 
campo inerente aos magnetos supercondutores, em sinergia com a elevada acurácia e 
faixa dinâmica de medida de frequência tornam essa técnica campeã em poder de 
resolução e acurácia de massas (Marshall &Verdum, 1990; Zubarev&Makarov, 2013). 
O rápido desenvolvimento das técnicas analíticas em Lipidômica tem permitido 
que grande quantidade de dados seja gerado em um período de tempo relativamente 
curto, sendo que é necessário a utilização de ferramentas de bioinformática apropriadas
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para a identificação e quantificação das moléculas de acordo com os dados de m/z 
gerados nos espectros. Diferentes bancos de dados e softwares vêm 
sendo desenvolvidos, como por exemplo, o consórcio LIPID MAPS (Fahy et al., 2007), 
que tenta estabelecer um sistema padrão para a nomenclatura dos lipídeos e permite a 
integração de bancos de dados com grupos de dados novos de forma mais simplificada 
(Blanksby& Mitchell, 2010). 
Todo esse aprimoramento possibilita a aplicação da espectrometria de massas, 
com grande confiabilidade e sensibilidade, em diversos campos científicos e tecnológicos 
da atualidade, como estudos de compostos nas áreas da química analítica e ambiental, 
da bioquímica, da biologia e da medicina (Kaddurahet al., 2008). 
 
4.0 Lipidômica e Diagnóstico 
O conjunto de lipídeos em um sistema biológico é crítico para a manutenção da 
saúde, uma vez que apresentam importantes papéis na homeostase celular, como 
constituição estrutural de membranas, sinalização celular, interações moleculares e 
modulação de tradução e transcrição (Watson, 2006). Portanto, qualquer alteração na 
constituição lipídica de determinado sistema biológico pode ser indicativo de doença, 
como já observado em doenças cardiovasculares e neurodegenerativas (Loizides-
Mangold, 2013). 
A partir da identificação e caracterização estrutural dos lipídeos na lipidômica, é 
possível fazer sua integração às demais “ômicas”, ou seja, genômica, proteômica e 
metabolômica, e aprimorar a compreensão da função dos lipídeos em um sistema 
biológico, tanto em situações normais quanto em situações de doença. Portanto, a análise 
lipidômica associada à espectrometria de massas pode permitir a identificação de 
marcadores lipídicos que diferenciem amostras saudáveis de amostras doentes, o que 
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pode no futuro vir a ser utilizado como ferramenta diagnóstica (Layre&Moody, 2013; 
Loizides-Mangold, 2013). 
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Objetivos 
 
Objetivo geral 
Desenvolvimento de potencial método diagnóstico para a Hanseníase, utilizando 
como ferramenta analítica a Espectrometria de Massas de Alta Resolução. 
 
 
Objetivos específicos 
- Desenvolver um novo método para coleta de amostras de pacientes com 
Hanseníase, que seja sensível, rápido e não-invasivo; 
- Identificar biomarcadores lipídicos presentes em imprint de pele de pacientes 
com Hanseníase e de indivíduos normais, utilizando espectrometria de massas de alta 
resolução (ESI-HRMS). 
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CAPÍTULO 1 
Imprint de pele em placa de sílica: um potencial método 
diagnóstico para Hanseníase associado à Espectrometria de 
Massas de Alta Resolução. 
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Skin imprinting in silica plates: a potential diagnostic 
methodology for leprosy using high-resolution mass 
spectrometry  
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ABSTRACT: Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae, 
which primarilyinfects macrophages and Schwann cells, affecting skin and peripheral 
nerves. Clinically, the most common form of identification is through the observation of 
anesthetic lesions on skin; however, up to 30% of infected patients may not present this 
clinical manifestation. Currently, the gold standard diagnostic test for leprosy is based on 
skin lesion biopsy, which is invasive and presents low sensibility for suspect cases. 
Therefore, the development of a fast, sensible and noninvasive method that identifies 
infected patients would be helpful for assertive diagnosis. The aim of this work was to 
identify lipid markers in leprosy patients directly from skin imprints, using a mass 
spectrometric analytical strategy. For skin imprint samples, a 1 cm2 silica plate was gently 
pressed against patients’ or healthy volunteers’ skin. Imprinted silica lipids were 
extractedand submittedto direct-infusion electrospray ionization high-resolution mass 
spectrometry (ESI-HRMS). All samples were differentiated using a lipidomics-based data 
workup employing multivariate data analysis, which helped electing different lipid markers, 
for example: mycobacterial mycolic acids, inflammatory and apoptotic molecules were 
identified as leprosy patients’ markers. Otherwise, phospholipids and gangliosides were 
pointed as healthy volunteers’ skin lipid markers, according to normal skin composition. 
Results indicate that silica plate skin imprinting associated with ESI-HRMS is a promising 
fast and sensible leprosy diagnostic method. With a prompt leprosy diagnosis, an early 
and effective treatment could be feasible and thus the chain of leprosy transmission could 
be abbreviated.
 
 
 
20 
 
INTRODUCTION 
 
Leprosy, also known as Hansen's disease, is a long-lasting infection caused by 
Mycobacterium leprae that affects primarily epidermal macrophages and peripheral 
nerves. Despite the fact that the disease prevalence has fallen substantially in the past 50 
years1, it still remains endemic in the tropics, especially in underdeveloped or developing 
countries, where it is considered an important public health concern2,3. Being a chronic 
disease, leprosy results in long-term physical and social effects, stigmatizing patients due 
to the severe skin conditions and disabilities that worsen through time. Since ancient 
times, it has been seen as a terrifying disease and this concept still persists in most 
countries nowadays 4-6. 
Patients present a wide range of clinical and histopathological manifestations, 
which may occur in two main forms: tuberculoid (TT) or lepromatous leprosy (LL)7. The 
majority of patients, however, fall into a broad borderline category between these two polar 
forms; this is subdivided into borderline lepromatous (BL), mid-borderline (BB), and 
borderline tuberculoid (BT). These unspecific clinical manifestations significantly hamper 
the correct diagnosis8. For that reason, the World Health Organization (WHO), in 1988, 
established a simplified classification method, where leprosy patients were divided into 
paucibacillary (PB) - up to five lesions, and/or only one nerve trunk involved; and 
multibacillary (MB) – more than five skin lesions and/or more than one nerve trunk 
involved. Along with the clinical evaluation, PB patients comprise TT, BT leprosy forms, 
wherein MB patients comprise LL, LB and BB leprosy forms9,10. A patient presenting skin 
lesions or symptoms suggestive of nerve damage, whose cardinal signs are absent or 
doubtful, should be called as suspect case in the absence of any immediately obvious 
alternate diagnosis11. This uncertainty in diagnosis impedes the correct treatment and 
allows the development of disabling complications12. 
The clinical differential diagnosis of leprosy is extremely complex because of the 
variety of clinical manifestations and several skin diseases that present similar lesions. In 
order to enhance the accuracy in diagnosis, there are different laboratorial tests available; 
the routine laboratory diagnosis of leprosy is, however, essentially based on 
histopathological examination of skin biopsy sample and on skin smear microscopy 
(bacilloscopy). The first is based on Hematoxylin-eosin and Fite-Faraco tissue staining (or 
its variations) and evaluates histopathological characteristics according to the criteria 
established by Ridley and Jopling, as well as allows investigation of acid-fast bacilli (AFB) 
on skin sample7,13.  The bacilloscopy exam can be used for the semi quantitative 
enumeration of acid-fast bacilli (AFB) in infected skin and it is also useful in follow-up of 
patients during and after treatment8,9. Although smear is positive in the multibacillary group 
(MB), bacilloscopy sensitivity is low in the suspect cases and paucibacillary group (PB), in 
which smear is often negative14. Despite the availability of these methods, laboratorial 
diagnosis is time-consuming, exhibits low sensitivity and depends on uncomfortable and 
invasive sampling. Because of uncertainties or delays in diagnosis, the multidrug therapy 
(MDT) recommended by WHO15 is delayed, mainly on suspect cases. This allows infected 
people to develop worse conditions and negatively influences in the eradication of leprosy 
as a public health problem. Presently, priority has been given in leprosy research to 
identify specific markers for M. leprae and develop sensitive and noninvasive material 
collection for laboratory tests, enabling accurate diagnosis, especially on suspect cases or 
those with very few symptoms13.  
In this context, lipidomics has recently emerged as a crucial field of research 
providing an integrated view on the role of lipids involved in a wide range of cellular 
functions, including cellular and sub-cellular partitioning, maintenance of electrochemical 
gradients, cell signaling, energy storage, etc. Lipids are traditionally analyzed by gas
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chromatography (GC); however, identification and quantification of lipid in complex 
samples remains difficult due to extensive extraction procedures and molecular lability. 
Furthermore, hydrolysis and derivatization reactions used in GC 
analyses make this technique more time consuming and may subject lipids to the 
formation of byproducts, thus interfering in the final results. To cope with these issues, 
mass spectrometry has been increasingly  standing out as an important tool for lipid 
analysis; the development of soft ionization techniques, such as matrix-assisted laser 
desorption/ionization (MALDI), atmospheric pressure chemical ionization (APCI) and 
electrospray ionization (ESI) made sensible and fast lipid evaluation in complex samples 
possible. For that reason, lipidomics research associated with mass spectrometry can be a 
powerful combination to elucidate phenotypic changes, especially in disease conditions16. 
Previous studies on leprosy metabolomics showed an enhanced fatty acid 
metabolism on serum and skin from leprosy patients before MDT, specially of 
polyunsaturated fatty acids (omega-3 and omega-6), which are precursors of eicosanoids, 
substances involved in the regulation of inflammation and immunity17,18. After MDT, 
eicosanoids proceeded to normal levels, pointing to the importance of these lipid 
mediators on leprosy pathophysiology. Recent study on lipidomics of skin from leprosy 
patients showed differences on phospholipid and sphingolipid signal intensities and 
distribution before and after MDT, evidencing the importance of lipids on leprosy 
pathogenesis19 . 
The aim of this study is to develop a new, noninvasive skin sample collection 
method, coupled with high resolution mass spectrometry analysis (HMRS) to help electing 
lipids that can be used as potential diagnosis biomarkers. 
 
PATIENTS AND METHODS 
 
Patients. Control subjects and leprosy patients were recruited at Souza Araújo Outpatient 
Clinic from Oswaldo Cruz Institute – Rio de Janeiro, and all human procedures were 
approved by CONEP – Research Ethical National Comitee / Brazil (nº 
30621514.4.0000.5248). A total of 8 healthy control subjects and 8 leprosy patients prior to 
MDT, all male, aged 18-60 years, were evaluated (Table S-1, Supporting information). 
Control subjects presented neither skin disorders nor systemic diseases such as diabetes 
and kidney dysfunctions, which could have influenced epidermal function. Patients were 
clinically diagnosed as multibacillary, which was later confirmed by laboratory diagnosis 
(Table S-1, Supporting information). 
 
Sample obtainment. For sample obtainment – skin imprints – a 1cm2 silica plate (TLC 
Silica Gel 60 plate - Merck, Darmstadt, Germany) was gently pressed against the subjects’ 
back for 1 minute. For leprosy patients, samples from two distinct regions were collected: 
leprosy lesion (L) and unaffected skin (S) imprints. Additionally, no cleaning procedures 
were performed on skin or lesion sites before sample collection, as that could affect the 
lipid composition of the sample.  
 
High-resolution electrospray mass spectrometry (ESI-MS) analysis. Lipids were 
extracted from each skin-imprinted silica plate by extracting them with 1000 μL methanol 
directly in a plastic tube. Formic acid was then added to a concentration of 0.2% on each 
sample. For accurate identification of chemical markers, all samples were analyzed by 
high-resolution ESI-MS. For spectra acquisition, samples were directly infused in an ESI-
LTQ-XL Orbitrap Discovery instrument (Thermo Scientific, Bremen, Germany) with 
nominal resolution of 30,000 (FWHM). All analyses were performed in the positive ion 
mode under the following conditions: sheath gas at 5 arbitrary units, flow rate of 10µL.min-
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1, spray voltage of 5 kV and capillary temperature of 280°C. Spectra were acquired over 60 
seconds at the m/z range of 600–1500 for all samples.  
 
Statistical analysis and chemical markers identification. Principal Component Analysis 
(PCA) was the software performed to cluster samples according to the 
relationship between m/z and intensity, with the results expressed as groups of samples 
with the same characteristics when considered these parameters. Mass range was 
established between m/z 600–1500 and a signal-to-noise threshold in a 3:1 ratio was 
established after extracting spectral data in tables of mass x intensity. No normalization 
was required, since all the samples were acquired within the same parameters. LIPID 
MAPS online database (University of California, San Diego, CA – www.lipidmaps.org) and 
HMDB version 3.6 (Human Metabolome database - www.hmdb.ca) were consulted to help 
guiding the choice for potential lipid markers. Structural propositions were performed using 
high resolution as the main parameter. Mass accuracy was calculated and expressed in 
terms of ppm shifts20. 
 
 
RESULTS 
 
Metabolic fingerprinting: Leprosy lesion (L), unaffected skin from leprosy patient (S) and 
control skin (CT) groups were subjected to HR-FTMS analysis, as described in Section 2. 
The obtained metabolic fingerprints presented clear distinction when comparing L with CT 
(Figure 2), and S with CT (Figure 3). In order to evaluate these differences statistically, 
PCA was performed, confirming this observation. 
 
Statistical analysis: the multivariate data analysis PCA was performed comparing the m/z 
and intensity of L and CT or S and CT precursor ion groups. As shown in Figures 2C and 
3C, all groups were clearly discriminated with accuracy higher than 85%, and chemical 
markers of each group were selected for the structural elucidation. 
 
Structural elucidation: experimental m/z ratios obtained by high-resolution ESI-MS were 
compared to their theoretical equivalent, taken from LIPID MAPS and HMDB. The 
maximum error was set at 2 ppm. Table 1 organizes this dataset as: the identified lipid 
species in each sample group and the mass error for each signal selected from the PCA. It 
is possible to note that CT markers (phosphatidic acids, gangliosides and myo-inositol-
phosphate) were the same for the two PCAs performed, whereas the selected markers for 
S and L were interestingly the same (phthioceranic acid, glucosylceramide, 
phosphatidylserine, α-smegma mycolic acid), except for Leukotriene E4, which appears 
only as an L biomarker. 
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Figure 2.Representative fingerprinting of Control (A) and Leprosy (B) groups. The imaging 
represents a sum of all ions within mass range m/z 600-1500 on positive ion mode. (C) Principal 
component analysis of skin samples. Ion chemical markers of each group separated by principal 
component analysis.  , Control group (CT);   , Leprosy lesion group (L).
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Figure 3.Representative fingerprinting of Control (A) and Leprosy unaffected skin (B) groups. The 
imaging represents a sum of all ions within mass range m/z 600-1500 on positive ion mode. (C) 
Principal component analysis of skin samples. Ion chemical markers of each group separated by 
principal component analysis. 
     ,Control group (CT);    , Unaffected leprosy skin group (S). 
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DISCUSSION AND CONCLUSION 
 
Traditional diagnostic methods for leprosy are based in clinical evaluation and 
invasive sample obtainment, but alone, none of these tests is considered enough to 
diagnose the disease, mainly in suspect cases13.Lipidomics and HMRS were the tools of 
choice to determine chemical markers on the skin that distinguish healthy individuals from 
leprosy patients, aiming to make them useful for leprosy diagnosis.  
In order to study skin lipidomic profile and identify leprosy chemical markers, we 
have developed a new, comfortable and non-invasive procedure for sample obtainment 
based on a thin-layer chromatography (TLC) plate. TLC comprises a silica-gel matrix, 
forming an adsorbent layer upon an aluminum surface, and widely used as an analytical 
tool for chromatography studies because of its simplicity, relative low cost and inertness. 
Therefore, the goal of our study was using the TLC plate as a “patch” for skin lipid 
adsorption, without the interference of any other components.  
Once the samples were collected and analyzed by mass spectrometry, the 
comparative analysis by the two PCA (Table 1) elected some chemical markers present in 
regular epidermis, with an accuracy of over 85%. Previous studies have shown that skin 
constitutes a large complex barrier between the body and the environment21. The 
outermost skin layer, epidermis, has been extensively studied by many researchers and its 
lipid composition is divided into phospholipids, neutral lipids, ceramides, cholesterol, 
gangliosides and other glycosphingolipids22-25. Among these molecules, phospholipids like 
myo-inositol-phosphate and phosphatidic acids were pointed as control group markers in 
our comparative analysis by PCA (Table 1).  These results are in accordance to Natarajan 
et al.23that reviewed healthy skin architecture and its lipids. The phospholipids identified in 
our research can be part of the keratinocyte differentiation process that will constitute the 
epidermal stratum corneum (SC) layer. For that, during this process, keratinocytes 
become full of membrane-coating granules, referred to as lamellar bodies (LB), which are 
lipid storages rich in glucosylceramides, sphingomyelin and phospholipids. These lipids 
will be secreted in the extracellular space, followed by modification and cross-linking to 
produce SC’s lipid matrix, the skin protective mantle26. Thus, the skin’s barrier function is 
dependent on LB components, which can include the phospholipids found in our results. 
PCA analysis also elected as control group chemical markers, the gangliosides GM2 and 
GM3 (Table 1). Gangliosides are sialylated membrane glycosphingolipids ubiquitously 
found in tissues and body fluids27, localized specifically in the outer leaflets of plasma 
membranes. These glycosphingolipids comprise 0.1% of the total epidermal lipids22 and 
are involved in cell-cell recognition, adhesion and signal transduction within specific cell 
surface microdomains, namely caveolae28, lipid rafts29, or glycosphingolipid-enriched 
microdomains30. GM2 and GM3 are gangliosides present in keratinocytes and skin 
melanocytes, but previous studies have shown that there is a higher GM3 content 
compared to GM224,31. Several investigations have proposed that ganglioside GM3 is a 
regulator of EGFR function. In this way, membrane expression of GM3 is able to impact 
not only cell proliferation, but also other ligand-independent EGFR functions that require 
crosstalk, such as cell migration and invasiveness32. On the other hand, GM2 function is 
not entirely clear in normal skin cells, thus investigations to understand the molecular 
mechanisms that lead to membrane-based events of ganglioside modulation will be critical 
for comprehending their function. 
As shown in several studies, infectious diseases may change the skin lipid profile, 
modifying the barrier function and skin homeostasis maintenance23,33.  The statistical 
analysis based on PCA elected specific mycobacterial molecules such as, the 
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phthioceranic acid and α-smegma mycolic acid, present in both L and S groups, also with 
an accuracy of over 85%.  
Phthioceranic acid or phthiocerol is part of the specific M. leprae antigen phenolic 
glycolipid (PGL-I), first reported in 198034. During the PGL-1 structure research, Hunter 
and Brennan defined the phthioceroldimycocerosate of M. leprae as 
consisting of a mixture of phthiocerols homologues, and this discovery resulted in 
understanding the establishment of the disease within a copious environment of exotic 
lipids of its own making35. The other mycobacterial molecule identified, α-smegma mycolic 
acid is the major mycolic acid in most mycobacterial species and was first isolated and 
described in Mycobacterium smegmatis in 196636.However, as shown in our findings, this 
is the first report of α-smegma mycolic acid in M. leprae. Further studies are needed to 
understand the role of this molecule in leprosy infection, since mycolic acids are important 
characteristic constituents of the mycobacterial cell wall. Changes in the structure or 
composition of mycolic acids have been associated with modification of cell wall 
permeability and attenuation of pathogenic mycobacterial strains37, which turns this 
molecule into a potential new target to M. lepraediscovery field. The finding of 
mycobacterial lipids outside leprosy lesions can be explained by the presence of M. leprae 
on normal appearing skin of leprosy patients38. AFB, cellular infiltrate (histiocytes and 
lymphocytes), and degenerative changes were observed in erector pili muscle in all 
manifestations of leprosy, being more significative in multibacillary patients38,39. Hence, the 
presence of AFB on normal appearing skin would have implications on leprosy persistence 
and dissemination39. 
In addition to mycobacterial molecules, lipids related to inflammation and apoptosis 
were elected by PCA for S and L groups’ analysis, such as phosphatidylserine and 
glucosylceramide. Leukotriene E4, another chemical marker elected by PCA, was the only 
one elected for the L group. Leukotrienes (LTs) are inflammatory lipids mediators derived 
from the 5-lipoxygenase pathway of arachidonic acid metabolism and, of the three 
cysteinyl leukotrienes (cys-LTs) (LTC4, LTD4, LTE4), LTE4 is the most stable and might 
be active for a prolonged time after its synthesis40. Leukotriene E4 is generated in vivo by 
mast cells, eosinophils, basophils and macrophages41, and it is capable of inducing 
persistent eosinophilia and is potent enough to generate vasoactive cutaneous responses, 
mainly Th2 inflammatory responses like bronchial asthma40,42. Leprosy patients evaluated 
in our study were clinically diagnosed with multibacillary leprosy forms (LL and BL), 
indicating that the predominant immune response is based on Th2 cytokines synthesis43. 
Thus, the identification of LTE4 as a M. leprae lesion chemical marker is coherent with the 
inflammatory response developed at the injured site, and can be considered a significant 
lipid marker for leprosy lesions. Probably, the PCA result for leprosy skin samples (S) did 
not show LTE4 as a chemical marker because this sample was collected from not affected 
by leprosy skin, where there is no visible inflammatory response, like edema, erythema 
and inflammatory cell infiltration44. It is possible that LTE4 concentration on uninjured skin 
sites was lower than lesion skin sites, what corroborates with PCA chemical markers’ 
election. Previous studies on metabolomics of skin from leprosy patients showed an 
increased eicosanoid metabolism before multidrug treatment (MDT), which proceeded to 
normal levels after MDT18, supporting the observation of LTE4 on leprosy lesions.   
Another identified lipid chemical marker was phosphatidylserine, one of the major 
phospholipids presents in cell membrane. Normally, it is confined to the inner leaflet of the 
membrane bilayer but, during apoptosis, it is externalized to the outer surface of the cell 
membrane. Increasing numbers of bacterial pathogens have been identified as mediators 
of apoptosis in vitro45, including mycobacteria46. According to Santucci et al.47, under 
mycobacterial infection, apoptotic cells present outer membrane-exposed 
phosphatidylserine. This phospholipid can be recognized by a phosphatidylserine 
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phagocyte receptor, what will initiate the uptake of apoptotic cell signals. Supporting this 
data, phosphatidylserine was observed by MALDI Imaging MS of skin biopsies from 
leprosy patients, before and after MDT, presenting weak or almost absent signals on 
control skins19. Taken together, it can be speculated that phosphatidylserine has an 
important function on leprosy pathophysiology, which remains to be studied.
The last leprosy chemical marker elected by PCA was a glucosylceramide 
(GlcCer), a well-established class and core structure for over 300 glycolipids48. GlcCer 
biosynthesis is modulated by multiple endogenous and exogenous compounds, and can 
be synthesized by different pathways: from palmitoylCoA and serine via sphinganine to 
ceramide, from hydrolysis of glycolipids, or from hydrolysis of sphingomyelin to ceramide. 
Glucosylceramide can be used as precursor of more highly-glycosylated 
glycosphingolipids such as lactosylceramide (galactosylglucosylceramide), which have 
both mitogenic49 and apoptotic roles50. These cerebrosides are also converted into 
gangliosides and can be metabolized back to ceramide by hydrolysis51. All these 
characteristics elucidates many questions about why has GlcCer been selected as a 
marker for leprosy patients. This glucosylceramide is potentially derived from a ceramide 
synthesized via sphingomyelin hydrolysis, typical in leprosy-affected peripheral nerves52.  
Another hypothesis is that GlcCer can be involved in the lipid accumulation inside infected 
foamy macrophages53, just like the lipid storage disorder at Gaucher’s disease54. There are 
many hypotheses to explain this selected chemical marker, but the exact role of 
glucosylceramide in leprosy infection needs to be elucidated. 
Based on the results presented above, our method was capable of differentiate 
healthy and leprosy skin and identify a specific M. leprae chemical marker at lepromatous 
leprosy patients. Furthermore, the sample obtainment was not harmful for the patients, 
contrasting with current laboratory methods for leprosy diagnosis. One of the most 
interesting results in this research was the fact that leprosy lesion markers were similar to 
the leprosy uninjured skin markers (Figures 2 and 3). This allows us to infer that this new 
diagnosis methodology can potentially be used for identifying suspected cases of leprosy 
(subclinical infection), where there is no characteristic skin lesion or well-defined clinical 
signals. Since leprosy is considered a systemic disease and present skin tropism55, even 
subclinical infections may be detected through the skin imprinting method on silica plate. 
Thus, we believe that this new diagnostic tool exhibits great potential to become a method 
to detect specific mycobacterial markers, such as phthiocerol and/or mycolic acid, even in 
uninjured skin of leprosy suspect patients, independently of lesion presence.  
The development of a non-invasive and most sensitive diagnose method is 
extremely important for the patient and the clinician, who can early and accurately 
prescribe the treatment, a key element to break the chain of leprosy transmission and the 
individual stigmatization in society.  Therefore, we believe that a further step should be 
taken, which is the validation of this new method, establishing specific leprosy markers 
considering other skin diseases. Nonetheless, the results found in this contribution are an 
evidence that there is hope to make a better and faster leprosy diagnosis. 
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Conclusões gerais 
 
A metodologia proposta neste trabalho apresenta-se promissora para o diagnóstico da 
Hanseníase. Primeiramente, o método de coleta da amostra por meio da placa de sílica se 
mostrou rápido, simples, não invasivo e eficaz para a adsorção de lipídeos da pele, etapa 
essencial para a análise com a ferramenta proposta. Em seguida, o processamento e análise 
da amostra por meio de ESI-HRMS se mostraram técnicas de alta acurácia para a identificação 
de marcadores lipídicos diferenciais entre amostras dos indivíduos saudáveis e doentes, 
independente da presença de lesão cutânea. Portanto, os resultados obtidos na análise das 
amostras apontam para um potencial método diagnóstico para a hanseníase, não invasivo, 
mais rápido e mais direto que o convencional. No entanto, mais experimentos são necessários 
para comprovar essa hipótese, como validação e comparação com outros tipos de hanseníase, 
como a forma Paucibacilar e as formas indeterminadas (casos suspeitos), além de outros tipos 
de doenças de pele. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
